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Verwendung von Tumorzellen zeitversetzt in Korabination 
mit intakten AntikGrpern zur Immunisierung 



^^^^Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Tumorzel- 
^^^len zeitversetzt in Kombination mit intakten, bevorzugt hetero- 
logen Antik5rpern zur Immunisierung von Mensch und Tier. 

Die Immuntherapie durch AntikSrper, insbesondere durch bispezi- 
fische Oder trispezif ische AntikGrper, hat in den letzten Jah- 
ren an Bedeutung stetig zugenommen. Ein wesentliches Problem 
bei der Verwendung derartiger Antik5rper in der Immuntherapie 
ist beispielsweise die Aktivierung der Immunzellen, z.B. der T- 
Lymphozyten. 

I^der~DEHLW^^22^^^ 495 sind intakte bispe- 

zifische und trispezif ische Antik6rper beschrieben, die zur 
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Immuntherapie eingesetzt werden. Diese bispezf ischen und tri- 
spezifischen Antikttrper sind befahigt, an eine T-Zelle, zumin- 
dest ein Antigen auf einer Zielzelle und durch ihren Fc-Teil 
Oder durch eine dritte Spezfitat an Fc-Rezeptor positive Zellen 
( akzessorische Zellen) zu binden. 



Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine neue Ver- 
wendungsart eines Kombinationspraparates bereitzustellen, das 
sowohl Tumorzellen enthait, die so behandelt wurden, daS ihr 
Uberleben nach Reinfusion verhindert wird, als auch intakte 
^ bispezif ische und/trispezif ische AntikOrper, die gegen die Tu- 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB dadurch gelQst, daS autologe 
Tumorzellen oder allogene Tumorzellen desselben Tumortyps, die 
je so behandelt wurden, daB ihr Uberleben nach Reinfusion ver- 
hindert wird, zeitversetzt in Kombination mit intakten bispezi- 
fischen und/oder trispezif ischen AntikGrpern, die die nachfol- 
genden Eigenschaf ten aufweisen: 

Binden an eine T-Zelle; 

Binden an zumindest ein Antigen auf einer Tumor zelle; 
Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen AntikSr- 
pern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei trispezif i- 
schen AntikGrpern) an Fc-Rezeptor positiven Zellen, 

an den zu immunisierenden Menschen oder das zu immunisierende 
Tier verabreicht werden. 

Die Tumorzellen und die AntikOrper bilden erf indungsgemaB eine 
funktionelle Einheit und werden in Form einer Kombination ver- 
abreicht, urn zielgerichtet eine Immunisierung zu erreichen, 
wobei es fur den Erfolg der Verwendung darauf ankommt, daB ihre 
Anwendung zeitlich abgestuft voneinander erfolgt. Dabei ist es 
grundsatzlich mSglich, zunachst die behandelten Tumorzellen zu 
verabreichen und, zeitlich abgesetzt hiervon, die AntikOrper, 
oder zunachst die Antikttrper an den Patienten zu verabreichen 




und, zeitlich abgestuft hiervon, die Tumorzellen. 



Der Zeitraum, der zwischen der Verabreichung der Tumorzellen 
und der Antikorper und vice versa liegt, betr£gt bevorzugt ca. 
1-48 Stunden. Besonders bevorzugt ist ein Zeitraum von 1-24 
Stunden, weiterhin bevorzugt 1-12 Stunden. Weiterhin mOglich 
sind ZeitrSume von 1-6 Stunden oder 2-4 Stunden. Entschei- 
dend fur den Erfolg der vorliegenden Erfindung ist die zeitlich 
abgestufte Anwendung, wobei der anzuwendende Zeitraum auch von 
der Art des zu behandelnden Tumors und vom verwendeten AntikOr- 
per abhSngen kann. Die jeweiligen optimalen ZeitrSume kGnnen 
anhand von Versuchen vom Fachmann ermittelt werden. 

Die verwendeten Tumorzellen sollen mSglichst intakt verabreicht 
werden. Es ist jedoch auch notwendig, daB ihr Uberleben nach 
Reinfusion verhindert wird. Hierzu hat es sich als sinnvoll 
herausgestellt, die Tumorzellen entweder zu bestrahlen oder 
durch chemische Agentien am Uberleben nach Reinfusion zu ver- 
hindern. Durch diese beiden Behandlungsarten bleibt insbesonde- 
re die auBere Struktur der Tumorzellen unverSndert, d.h. das 
Erkennungsmuster fur die Antikorper. 

Zur Bestrahlung wird bevorzugt eine y-Bestrahlung eingesetzt, 
die vorzugsweise mit einer Dosis von 20 - 200 Gy erfolgt. Bei 
einer chemischen Behandlung hat sich Mitomycin C besonders be- 
wShrt. Besonders bevorzugt werden heterologe bispezif ische 
und/oder trispezif ische Antikorper eingesetzt. 

Der Immunisierungserfolg kann dadurch weiter verbessert werden, 
daB die AntikSrper und die Tumorzellen, je zeitlich getrennt 
voneinander, mehrfach verabreicht werden. Eine weitere Verbes- 
serung der Immunogenitat der Tumorzellen ist dadurch erreich- 
bar, daB diese vor Infusion einer Hitzevorbehandlung unterzogen 
werden. Der bevorzugte Bereich liegt hier bei 41 - 42*0, wobei 

dasjO|^mum_du^^^ ermittelt- werden-kannv"Bevorzligt"e 

Ergebnisse werden bei einer Temperatur von ca. 41,8°C erzielt. 
Der Zeitraum fur die Hitzevorbehandlung betrSgt im allgemeinen 



1 bis 6 Stunden, bevorzugt ca. 3 Stunden. Der Zeitraum als auch 
die Tempera tur, die optimalerweise eingesetzt werden kttnnen, 
hangen von der Art des zu behandelnden Tumors ab. Die jeweili- 
gen Optima kSnnen vom Fachmann anhand von Laborversuchen ermit- 
telt werden. 



Wie im syngenen (autologen) murinen Tumormodell gezeigt werden 
konnte, spielen fur eine besonders erfolgreiche Induktion der 
Immunitat auch noch weitere Faktoren eine nicht unerhebliche 
Rolle. So ist die rSumlich korrekte Presentation des Tumormate- 
rials wichtig. Die Tumorzellen mussen den fiir eine Inununisie- 
^B^^^ rung verantwort lichen Immunzellen im richtigen rSumlichen Kon- 
^^^Vtext present iert werden. Eine intravenOse (i.v.), intraperito- 
neal (i.p.) Oder subkutane (s.c.) Applikation hat sich hierbei 
als besonders gunstig herausgestellt , da hierdurch der optimale 
Kontakt in diesen Kompartimenten mit den entsprechenden Immun- 
zellen unter Anwendung der bispezif ischen und/oder trispezifi- 
schen AntikGrper gewahrleistet wird. 

Zur erf olgreichen Immunisierung ist es weiterhin vorteilhaft, 
daB die Menge der verabreichten Tumorzellen in geeigneter Weise 
ausgewahlt wird. So konnte in den Versuchen im murinen Tumormo- 
dell gezeigt werden, daB eine zu geringe Anzahl an Tumorzellen 
^^^^^nicht den gewiinschten Immunisierungserf olg bringt. Eine zu gro- 
^^^^■Be Menge an Tumormaterial wiederum kann sich nachteilig auswir- 
ken, da beispielsweise Toleranzphanomene auftreten kOnnen. 
UbertrSgt man diese Resultate auf die Situation im Patienten, 
heiSt dies, daS es fur den Immunisierungserf olg vorteilhaft 
ist, eine definierte Menge an Tumormaterial im korrekten r3um- 
lichen Kontext mit einer ebenfalls definierten Menge an Anti- 
kcSrpern zu verabreichen. Ein Immunisierungserf olg stellt sich 
zwar auch dann ein, wenn einer dieser Parameter nicht optimiert 
wurde; besonders gute Ergebnisse werden jedoch erzielt, wenn 
sowohl die Mengen des Antikbrpers als auch die Menge an Tumor- 
material als auch der rSumliche Kontext aufeinander abgestimmt 
und optimiert wurden. 



Unter Beriicksichtigung der obigen Ausfiihrungen kann bei einer 
zu geringen Tumorzellzahl beispielsweise nur ein unzureichender 
Inununschutz etabliert werden. Daher ist es fur einen vollstSn- 
digen Immunisierungserf olg notwendig, mit einer definierten 
Anzahl an aktivierten Tumorzellen und einer definierten Menge 
an bispezif ischen und/oder trispezif ischen AntikSrpern zu immu- 
nisieren. Die jeweiligen Zahlen kGnnen vom Fachmann anhand von 
Versuchen etabliert werden. 

Die erf indungsgemaB eingesetzten bispezif ischen und/oder tri- 
spezifischen AntikOrper werden bevorzugt in einer Menge von 5 - 
500 jag, weiterhin bevorzugt 10 - 300 ]ig f 10 - 100 \xg Oder 10 - 
^^^V 50 \xg, je pro Infusion, verabreicht. Die Menge des eingesetzten 
AntikGrpers h&ngt von der Art des zu behandelnden Tumors, von 
der Reaktion des Patienten und weiteren Faktoren ab. Die opti- 
maleii Mengen konnen vom Fachmann anhand von Versuchen ermittelt 
werden. 

Die Tumorzellen werden bevorzugt in einer Menge von 10 7 - 10 9 
Zellen pro Infusion verabreicht, wobei sich eine Zellzahl von 
ca. 10 8 als bevorzugt herausgestellt hat. Die Tumorzellen wur- 
den, wie oben ausgefiihrt, vor der Reinfusion so behandelt, daB 
ihr Uberleben nach Reinfusion verhindert wird, wobei sie wahl- 
^^^^weise zusatzlich einer Hitzevorbehandlung unterzogen werden 
^^^HkOnnen. NMhere Ausfiihrungen hierzu sind in der vorliegenden Be- 
^^^schreibung enthalten. 

Unumg&nglich ist jedoch die zeitlich versetzte Verabreichung 
der Tumorzellen und der AntikGrper. Dadurch wird gewahrleistet, 
daB durch die Injektion des bispezif ischen und/oder trispezif i- 
schen , bevorzugt heterologen AntikOrpers in den zu behandeln- 
den Tieren oder Menschen zunMchst aufgrund des Uberschusses an 
vorhandenen T-Lymphozyten im peripheren Blut diese uber den 
hochaffinen Bindungsarm gebunden und prSaktiviert werden. Zu- 

satzlich— kSnnen— auch - vorh^^d^e~F^-R^epta 

sche Immunzellen liber den Fc-Anteil des bispezif ischen oder 
trispezif ischen Antik6rpers gebunden werden. Wird nun dieser 



Zellkomplex aus T-Zelle und Fc-Rezeptor positiver Zelle liber 
den zweiten hochaffinen Tumorbindungsarm an die vergleichsweise 
in geringer Anzahl vorhandenen Tumor zellen herangef iihrt, werden 
diese durch T-Lymphozyten bzw. Fc-Rezeptor positiven Zellen 
zerstQrt und uber die in den Zellkomplex eingebundenen Fc-Re- 
zeptor positiven Zellen, beispielsweise Makrophagen, phagozy- 
tiert. Dies konnte in einem Versuch mit markierten humanen Mo- 
nozyten/Makrophagen und Tumorzellen bereits gezeigt werden. In 
einem n&chsten Schritt wird das aufgenommene Tumormaterial pro- 
zessiert und uber MHC Klasse I und insbesondere Klasse II Mole- 
kule dem Immunsystem prasentiert, was eine wichtige Vorausset- 
zung fur die beobachtete humorale Immunantwort darstellt. 



Wie das erf indungsgemSBe Beispiel zeigt, setzt der Nachweis von 
tumorreaktiven AntikGrpern, die nach einer Therapie gebildet 
wurden, die Aktivierung von CD4+ tumorspezif ischen T-Lymphozy- 
ten voraus, die uber die T-B-Zell-Kooperation tumorspezif ische 
B-Zellklone stimulieren konnen. Durch den Nachweis der humora- 
len Immunantwort konnte somit indirekt ebenfalls eine zellul&re 
CD4-T-Zellantwort nachgewiesen werden und somit das Uberleben 
der MSuse als Folge der erf indungsgemSBen zeitlich versetzten 
Gabe von Tumorzellen und AntikGrpern erkiart werden. 



^^^BEISPIEL 



In einem murinen, autologen Tumormodell wurde der Aufbau eines 
langanhaltenden Immunschutzes gegen den Tumor mit Hilfe von 
bsAk untersucht. Hierzu wurde C57BL/6 MSusen zunSchst eine an 
sich letale Dosis an autologen Melanomzellen verabreicht und 
zwei Tage spSter parentale bzw. bispezf ische AntikSrper nachin- 
jiziert. Urn zu testen, ob in den MSusen hierbei ein langanhal- 
tender Immunschutz aufgebaut worden ist, wurden die uberleben- 
den MSuse nach 100 Tagen einer erneuten Tumorgabe, diesmal je- 
doch ohne Ak, unterzogen. Urn ferner der Frage nachzugehen, in- 
wieweit fur die Entwicklung des Immunschutzes die Anzahl an 



verabreichten Tumorzellen eine Rolle spielt, wurden die Versu- 
che mit einer niedrigen Tumordosis von 1500 Tumorzellen (TZ) 
sowie mit einer hohen Dosis von 5000 Tumorzellen durchgef uhrt . 
Neben dem Uberleben der Mause wurde daruber hinaus eine vorhan- 
dene humorale Immunantwort gegen den Tumor als Kriterium fur 
einen vorliegenden Immunschutz herangezogen. Hierzu wurden die 
Seren der Mause vor und 100 Tage nach der Behandlung (unmittel- 
bar vor der erneuten Tumorgabe) auf das Vorhandensein von anti- 
TumorantikGrpern miteinander verglichen. 

^ Die Abbildung 1 zeigt die Uberlebenskurven der Mause nach der 

^■^^ primaren Tumorgabe von 1500 bzw. 5000 Tumorzellen. WShrend die 
^^^V Kontrollmause ohne Antikorper-Behandlung alle innerhalb von 35 
Tagen verstarben, konnten samtliche mit bsAk behandelten Mause 
geheilt werden. Im Vergleich hierzu uberlebten von den Mausen, 
die mit einer Kombination aus den beiden parentalen Ak behan- 
delt wurden, nur 84% nach der niedrigen Tumordosis und nur 16% 
nach der hohen Tumordosis. 

Dieser qualitative Unterschied zwischen den bsAk und den paren- 
talen Ak machte sich auch bei der Ausbildung einer humoralen 
Immunantwort bemerkbar. Die Abbildung 2 zeigt die in der Durch- 
f luSzytometrie gemessene humorale Immunantwort gegen die Tumor- 
A^^t zellen. wahrend die Uberlebenden aus der "parentalen Gruppe" 
^^^H keine humorale Immunantwort aufwiesen, zeigte sich dies bei den 
Mausen aus der "bispezif ischen Gruppe". Besonders wichtig hier- 
fur war allerdings die Menge an verabreichtem Tumormaterial . Es 
gab einen signif ikanten Unterschied zwischen den Gruppen mit 
niedrig- und hochdosierter Tumorgabe. wahrend nach niedriger 
verabreichter Tumordosis nur 17% der Mause einen starken und 
33% einen schwachen Titer aufwiesen, konnte nach der hOheren 
Tumordosis bei 66% der Mause ein starker Titer nachgewiesen 
werden . 

Des_weiteren-korrel-ieren-die-gewonnenen-Daten— zur humoralen 

Immunantwort eindeutig mit dem Uberleben der Mause nach erneu- 
ter Tumorgabe ohne nachfolgende Antikdrper-Injektion. Nur die 





Mause, die einen starken AntikSrper-Titer gegen den Tumor auf- 
gebaut hatten, Uberlebten die Tumorgabe Oder starben stark ver- 
zogert im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Inununisierung. Hin- 
gegen starben alle Mause ohne nachweisbaren Titer zuerst und 
ohne Verzogerung im Vergleich zur Kontrolle. In Abbildung 3 
sma die Uberlebenskurven der MSuse dargestellt, die einer er- 
neuten Tumorgabe unterzogen wurden ohne diese Mause anschlie- 
Bend wieder mit Antikorper zu behandeln. Die Mause, die eine 
hohe Primargabe von 5000 TZ erhalten hatten, besaBen einen 
deutlichen Oberlebensvorteil gegenuber den Mausen mit einer 
niedrig dosierten Primartumorgabe von 1500 TZ . 

Nachfolgend werden bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung, 
insbesondere in Bezug auf die zu verwendenden bispezif ischen 
und trispezifischen Antikorper und die Tumorzellen, offenbart. 

Die Tumorzellen werden aus einem Patienten entnommen (autologe 
Tumorzellen). Um ein Uberleben der Tumorzellen nach Reinfusion 
zu verhindern, werden sie vor dem Inkontaktbringen mit den An- 
tikorpern, was ja erf indungsgemaB erst im Korper erfolgt, in an 
sich bekannter Weise behandelt, beispielsweise durch Bestrah- 
lung. Erf indungsgemaB sind nicht beliebige Antikorper verwend- 
bar, sondern diese mussen intakt sein, d.h. sie mussen eine 
funktionellen Fc-Teil besitzen. Bevorzugt sind sie heterologer 
Natur, d.h. die AntikSrper sind aus schweren Immunglobulinket- 
ten unterschiedlicher Subklassen ( -Kombinationen, auch Fragmen- 
te) und/oder Herkunft (Spezies) zusammengesetzt . 

Diese intakten heterologen bispezif ischen und/oder trispezifi- 
schen Antikorper werden so ausgewahlt, daB sie weiterhin die 
nachfolgenden Eigenschaf ten aufweisen: 

a - Binden an eine T-Zelle; 

P - Binden an zumindest ein Antigen auf einer Tumorzelle; 

Y - Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen AntikOr- 

pern) Oder durch eine dritte Spezifitat (bei trispezifi- 
schen Antikorpern) an Fc-Rezeptor positive Zellen. 



Die erfindungsgemSB verwendbaren Antikarper sind befahigt, die 
Fc-Rezeptor positive Zelle zu aktivieren, wodurch die Expres- 
sion von Zytokinen und/oder kostimulatorischen Antigenen initi 
iert Oder erhaht wird. 



Bei den trispezif ischen Antikarpern erfolgt die Bindung an die 
Fc-Rezeptor positiven Zellen bevorzugt beispielsweise uber den 
Fc-Rezeptor von Fc-Rezeptor positiven Zellen oder auch uber 
andere Antigene auf Fc-Rezeptor positiven Zellen (Antigen-pra- 
sentierenden Zellen), wie z.B. den Mannose-Rezeptor . 

Durch die erf indungsgemaBe, zeitlich abgestufte Anwendung der 
intakten, bevorzugt heterologen bispezif ischen und/oder trispe- 
zif ischen Antikarper wird im Patienten eine Tumorimmunitat auf- 
gebaut, bevorzugt eine Langzeit-Tumorimmunitat . Die Verabrei- 
chung (Reinfusion) erfolgt bevorzugt in einem Patienten nach 
der Behandlung des Primartumors, bevorzugt bei Patienten in 
einer minimal residual disease (MRD) -Situation. Bei Patienten 
mit wenig verbliebenen Tumorzellen, bei denen allerdings die 
Gefahr eines Rezidivs hoch sein kann, ist die erf indungsgemaB 
beschriebene zeitlich abgestufte Anwendung besonders erfolg- 
reich. 

Die erfindungsgemaS verwendbaren heterologen bispezif ischen 
und/oder trispezif ischen Antikarper sind zum Teil an sich be- 
kannt, zum Teil werden sie aber auch in der vorstehenden Anmel- 
dung zum ersten Mai beschrieben. Ein Beispiel fur einen bsAk 
ist der Antikarper anti-CD3 X anti-EpCAM (GA-733-2) der bei 
epithelialen Tumoren wie dem Mammacarcinom eingesetzt wird. 

Auf der Tumorzelle erfolgt eine Hochregulation von MHC 1, sowie 
eine Aktivierung der intrazelluiaren Prozessierungsmaschinerie 
(Proteasom-Komplex) aufgrund der Freisetzung von Zytokinen (wie 
z.B. iNF-y und TNF-a) in unmittelbarer Nachbarschaf t der Tumor- 
zelle — D±e-Zy^okine--werden-att 



vermittelter Aktivierung von T-Zellen und akzessorischen Zellen 
freigesetzt. D.h. durch den intakten bsAk werden nicht nur Tu- 



morzellen zerstort oder phagozytiert , sondern indirekt auch 
deren Tumor immunogeni tat erhOht. 

Die Aktivierung der Fc-Rezeptor positiven Zelle durch den bsAk 

ist von der Subklasse bzw. der Subklassenkombination des bsAk 

abhangig. Wie in in vitro-Versuchen nachgewiesen werden konnte, 
sind beispielsweise bsAk der Subklassenkombination Maus-IgG2a/- 
Ratte-IgG2b in der Lage, an Fc-Rezeptor positive Zellen zu bin- 
den und diese gleichzeitig zu aktivieren, was zur Hochregula- 
tion bzw. Neuausbildung (Expression) von kostimulatorischen 
a Antigenen, wie z.B. CD40, CD80 Oder CD86, auf der Zelloberfia- 

^■^^^ che dieser Zellen fuhrt. Dagegen sind bsAk der Subklassenkom- 
^^^m bination Maus-IgGl/IgG2b zwar in der Lage an Fc-Rezeptor posi- 
tive Zellen zu binden ( 1 ) Haagen et al., J. Immunology, 1995, 
154: 1852-1860, kQnnen diese aber offenbar nicht in vergleich- 
barem MaBe aktivieren (2) Gast et al., Cancer Immunol • Immun- 
therap., 1995, 40: 390, 

Wahrend der intakte bsAk die T-Zelle mit einem Bindungsarm 
(z.B. an CD3 Oder CD2 ) bindet und gleichzeitig aktiviert, k$n- 
nen kostimulatorische Signale von der an den Fc-Teil des bsAk 
gebundenen Fc-Rezeptor positiven Zelle an die T-Zelle iibermit- 
telt werden. D.h. erst die Kombination von Aktivierung der T- 
^fc^^^ Zelle iiber einen Bindungsarm des bsAk und der gleichzeitigen 
^^^V Ubertragung von kostimulatorischen Signalen von der Fc-Rezeptor 
positiven Zelle auf die T-Zelle, fuhrt zu einer effizienten T- 
Zellaktivierung (Abb. 4A). Tumor-spezif ische T-Zellen, die an 
der Tumorzelle ungenugend aktiviert wurden und anergisch sind, 
kGnnen nach der erf indungsgemSBen ex vivo-Vorbehandlung eben- 
falls reaktiviert werden (Abb. 4B). 

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Induktion einer Tumorim- 
munitat ist die mOgliche Phagozytose, Prozessierung und Presen- 
tation von Tumorbestandteilen durch die vom bsAk herangef tihrten 
und aktivierten akzessorischen Zellen (Monozyten/Makrophagen, 
oder dendritische Zeller^. Durch diesen klassischen Mechanismus 
der Presentation von Antigenen k6nnen sowohl tumorspezif ische 



CD4- wie auch CD8-positive Zellen generiert werden. Tumorspezi- 
fische CD4-Zellen spielen dariiberhinaus eine wichtige Rolle fur 
die Induktion einer humoralen Immunantwort im Zusammenhang mit 
der T-B-Zell Kooperation. 



Bispezifische und trispezif ische AntikSrper kdnnen mit einem 
Bindungsarm an den T-Zellrezeptor-Komplex der T-Zelle, mit dem 
zweiten Bindungsarm an tumorassoziierte Antigene auf der Tumor- 
zelle binden. Sie aktivieren dabei T-Zellen, die durch Freiset- 
zung von Zytokinen Oder Apoptose-vermittelnde Mechanismen die 
Tumor zellen zerstGren. Dariiber hinaus besteht offenbar die M8g- 
^^^lichkeit, daB T-Zellen im Rahmen der Aktivierung mit bispezif i- 
^^Jschen AntikSrpern tumor spezif ische Antigene uber ihren Rezeptor 
erkennen und dadurch eine dauerhafte Immunisierung eingeleitet 
wird (Abb. 4B). Von besonderer Bedeutung ist dabei der intakte 
Fc-Teil des bispezif ischen oder trispezif ischen AntikSrpers , 
der die Bindung an akzessorische Zellen wie z.B. Monozyten/Ma- 
krophagen und dendritische Zellen vermittelt und diese veran- 
laBt selbst zytotoxisch zu werden und/oder gleichzeitig wichti- 
ge kostimulatorische Signale an die T-Zelle weiterzugeben. Auf 
diese Weise kann of fensichtlich eine T-Zell ant wort u.U. auch 
gegen bislang unbekannte, tumorspezif ische Peptide induziert 
werden . 

1A 

^^HDurch Redirektion von u.U. anergisierten, tumorspezi f ischen T- 
Zellen an Tumorzellen mittels bispezif ischer und/oder trispezi- 
fischer Antikbrper bei gleichzeitiger Kostimulation derartiger 
T-Zellen durch akzessorische Zellen welche an den Fc-Teil des 
bispezifischen oder trispezif ische Antikdrpers binden, k5nnte 
die Anergie von zytotoxischen T-Zellen (CTLs) aufgehoben wer- 
den. D.h. eine im Patienten gegen den Tumor existierende T- 
Zell-Toleranz kann mittels intakter heterologer bispezif ischer 
und/oder trispezif ischer Antikbrper gebrochen und damit eine 
dauerhafte Tumorimmunitat induziert werden. 



Fur den letzten Punkt gibt es erste in vivo-Daten aus Mausver- 
suchen, die auf eine derartige dauerhafte Tumorimmuntat nach 



Behandlung mit einem syngenen Tumor und intakten bsAk hinwei- 
sen. In diesen Versuchen tlberlebten insgesamt 14 von 14 Tieren, 
die nach einer ersten Tumorinjektion erfolgreich mit bsAk be- 
handelt werden konnten, eine weitere Tumorinjektion 144 Tage 
nach der ersten Tumorinjektion - ohne eine erneute Gabe von 
bsAk. 

Die erf indungsgemaS eingesetzten AntikOrper sind bevorzugt zur 
Reaktivierung von in Anergie bef indlichen, tumorspezif ischen T- 
Zellen befahigt. Weiterhin sind sie zur Induktion von tumorre- 
aktiven Komplement-bindenden Antikttrpern und damit zur Induk- 
^^^^ tion einer humoralen Immunantwort in der Lage. 

Die Bindung erfolgt bevorzugt liber CD3, CD2, CD4, CDS, CD6, 
CD8, CD28 und/oder CD44 an die T-Zelle. Die Fc-Rezeptor positi- 
ven Zellen weisen zumindest einen Fcy-Rezeptor I, II Oder III 
auf. 

Erf indungsgemaS einsetzbare Antik5rper sind zur Bindung an Mo- 
nozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, "Natural Killer "- 
Zellen (NK-Zellen) und/oder aktivierte neutrophile Zellen als 
Fcy-Rezeptor 1 und/oder III positive Zellen bef^higt* 

•Die erf indungsgemaS einsetzbaren Antik6rper bewirken, daB die 
Expression von CD40, CD80, CD86, ICAM-1 und/oder LFA-3 als ko- 
stimulatorische Antigene oder/und die Sekretion von Zytokinen 
durch die Fc-Rezeptor positive Zelle initiiert Oder erhGht 
wird. Die Zytokine sind bevorzugt IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL- 
8,IL-12, INF-y und/oder TNF-a« 

Die Bindung an die T-Zelle erfolgt bevorzugt iiber den T-Zell- 
Rezeptor-Komplex der T-Zelle. 

Die erf indungsgem&S einsetzbaren bispezif ischen AntikGrper sind 
bei spiel sweise: 



ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder 



anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD6 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-Tu- 

mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tumor- 

assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor-as- 
soziiertes Antigen-AntikOrper ist. 

Die erf indungsgemSB einsetzbaren trispezif ischen AntikGrper 
sind bevorzugt: 

ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD6 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor-as- 
soziiertes Antigen-AntikSrper. 

Die erf indungsgemMB einsetzbaren trispezf ischen AntikOrper wei- 
sen zumindest eine T-Zell-Bindungsarm, einen Tumorzell-Bin- 
dungsarm und einen an Fc-Rezeptor positive Zellen bindenden 

•Bindungsarm auf . Dieser zuletzt genannte Bindungsarm kann ein 
^nti-Fc-Rezeptor-Bindungsarm oder ein Mannose-Rezeptor-Bin- 
dungsarm sein. 

Der bispezif ische Antikbrper ist bevorzugt ein heterologer in- 
takter Ratte/Maus bispezif ischer Antikttrper. 

Mit den erf indungsgemSB einsetzbaren bispezif ischen und trispe- 
zifischen Antikbrpern werden T-Zellen aktiviert und gegen die 
Tumorzellen redirigiert. Bevorzugt einsetzbare heterologe in- 
takte bispezif ische Antikttrper werden aus einer oder mehreren 
— der-nachforgenden - Isotyp-Kombinationen ausgewahlt^ 



Ratte-IgG2b/Maus-IgG2a, 



Ratte- IgG2b/Maus- IgG2b , 
Ratte- IgG2b/Maus-IgG3, 

Ratte- IgG2b/Human-IgGl, 

Ratte-IgG2b/Human-IgG2, ' 

Ratte-IgG2b/Human-IgG3[orientaler Allotyp G3m(st) = Bin- 
dung an Protein A] , 
Ratte- IgG2b/Human- IgG4 , 

Ratte-IgG2b/Ratte-IgG2c, 

Maus-IgG2a/Human-IgG3[kaukasische Allotypen G3m(b+g) = 
keine Bindung an Protein A, im folgenden mit * gekenn- 
zeichnet] 

Maus-IgG2a/Maus-[VH-CHl, VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - 
Human- 1 gG3 * - [ CH2 -CH3 ] 

Maus-IgG2a/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2a/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - Human - 
IgG3*-[CH2-CH3] 

^^^B Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl/Ratte- [VH-CH1 , VL-CL] - 

Human- IgGl- [ Hi nge ] -Human- IgG3 * - [ CH2 -CH3 ] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- 
IgG4- [Hinge] -Human-IgG4 [N-terminale Region von CH2]-Human- 
IgG3*[C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251] -Hu- 
man- IgG3*[CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge-CH2-CH3] 
Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge-CH2-CH3] 
Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CHl , VL-CL] -Human- IgG3- [Hinge-CH2-CH3, 



orientaler Allotyp] 



Ratte-IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge-CH2-CH3] 
Human- igGl /Human- [VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgGl- [Hinge] - 



Human-IgG3*- [CH2-CH3] 



Human-lgGl/Ratte- [VH-CH1, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Human- IgGl /Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 



Human-lgGl/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human- IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-lgG3*[CH3] 

Human- IgGl /Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-lgG3* [CH3] 

Human-lgGl/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgGl /Maus- [VH-CH1, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- lgG2 /Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Human- IgG4/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG4/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-lgG3* [C-terminale 



Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3* [CH3] 

Maus-IgG2b/Ratte-[VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2b/Human-[VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgG4/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] - 
Human- IgG4- [Hinge] -Human- IgG4- [CH2] -Human-IgG3*- [CH3] 

HumanIgGl/Ratte[VH-CHl / VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human- 
IgG4- [CH2] -HumanIgG3* [CH3] 

HumanlgGl/Maus [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl [Hinge] -Human-IgG4- 
[CH2] - Human- 1 gG3 * [ CH3 ] 

Human- IgG4/Human [ VH-CH1 , VL-CL ] -Human- IgG4 - [ Hinge ] -Human- 
IgG4- [CH2] -HumanIgG3*- [CH3] 

Bei den erf indungsgem£S verwendbaren AntikOrpern handelt es 
sich vorzugsweise um monoklonale, chimSre, rekombinante, syn- 
thetische, halbsynthetische oder chemisch modifizierte intakte 
AntikOrper mit beispielsweise Fv-, Fab-, scFv- oder F(ab) 2 - 
Fr agmenten . 

Bevorzugt werden AntikGrper oder Derivate oder Fragmente vom 
Menschen verwendet oder solche, die derart verSndert sind, daS 
sie sich fur die Anwendung beim Menschen eignen ( sogenannte 
"humanized antibodies") ( siehe z.B. Shalaby et ah, J. Exp. 
Med. 175 (1992), 217; Mocikat et al., Transplantation 57 
(1994), 405). 



Die Herstellung der verschiedenen oben genannten AntikOrperty- 



pen und -fragmente ist dem Fachmann gel^ufig. Die Herstellung 
monoklonaler Antik5rper, die ihren Ursprung vorzugsweise in 
SSugetieren, z.B. Mensch, Ratte, Maus, Kaninchen oder Ziege, 
haben, kann mittels herkOmmlicher Methoden erfolgen, wie sie 
z.B. in KShler und Milstein (Nature 256 (1975), 495), in Harl ow 
und Lane (Antibodies, A Laboratory Manual (1988), Cold Spring 
Harbor) oder in Gal f re (Meth. Enzymol. 73 (1981), 3) oder der 
DE 195 31 346 beschrieben sind. 

Ferner ist es mdglich, die beschriebenen AntikGrper mittels 
rekombinanter DNA-Technologie nach dem Fachmann geiaufigen 
Techniken herzustellen (siehe Kurucz et al., J. Immunol. 154 
(1995), 4576; Holliger et al., Proc. Natl. Acad., Sc. USA 90 
(1993), 6444). 

Die Herstellung von Antikorpern mit zwei verschiedenen Spezi- 
fitaten, den sogenannten bispezif ischen Antikorpern, ist zum 
einen durch Anwendung rekombinanter DNA-Technologie mGglich, 
aber auch durch die sogenannte Hybrid-Hybridoma-Fusionstechnik 
(siehe z.B. Milstein et al., Nature 305 (1983), 537). Hierbei 
werden Hybridomazellinien, die Antik5rper mit jeweils einer der 
gewunschten Spezifitaten produzieren, fusioniert und rekombi- 
nante Zellinien identif iziert und isoliert, die AntikSrper mit 
beiden Spezifitaten produzieren. 

Das der Erfindung zugrunde liegende Problem kann sowohl durch 
bispezif ische als auch trispezif ische AntikOrper gelcist werden, 
sofern sie die im Anspruch 1 gekennzeichneten Eigenschaften und 
Wirkungen aufweisen. Nachfolgend wird die Herstellung von Anti- 
korpern mit Zwei- und Dreispezif itaten naher beschrieben. Die 
Bereitstellung derartiger bispezif ischer und trispezif ischer 
AntikSrper geh6rt zum Stand der Technik, und auf die derartige 
Herstellungstechniken beschreibende Literatur wird hier voll 
inhaltlich Bezug genommen. 



Die Herstellung von Antikorpern mit drei Spezifitaten, soge- 
nannten trispezif ischen Antikorpern, durch die das der Erfin- 



dung zugrundeliegende Problem ebenfalls 16sbar ist, kann bei- 
spielsweise derart erfolgen, daS an eine der schweren Ig-Ketten 
eines bispezif ischen AntikSrpers eine dritte Antigenbindungs- 
stelle mit einer weiteren Spezifitat, z.B. in Form eines "sing- 
le chain variable fragments" (scFv), angekoppelt wird. Das scFv 
kann beispielsweise liber einen 

-S-S( G 4 S ) n D-I-Linker 
an eine der schweren Ketten gebunden sein (S = Serin, G = Gly- 
cin, D = Aspartat, I = Isoleucin). 

^ Analog dazu kOnnen trispezif ische F( ab ) 2 -Konstrukte hergestellt 

werden, indem die CH2-CH3-Regionen der schweren Kette einer 

^^^H Spezifitat eines bispezif ischen Antikttrpers ersetzt werden 

durch ein scFv mit einer dritten Spezifitat, wahrend die CH2- 
CH3-Regionen der schweren Kette der anderen Spezifitat bei- 
spielsweise durch Einbau eines Stopcodons (am Ende der "Hinge"- 
Region) in das codierende Gen, z.B. mittels homologer Rekombi- 
nation, entfernt werden ( siehe Abb.5). 




Moglich ist auch die Herstellung trispezif ischer scFv-Kon- 
strukte. Hierbei werden drei VH-VL-Regionen, die drei ver- 
schiedene Spezifitaten reprasentieren, hintereinander in Reihe 
angeordnet ( Abb . 6 ) . 

Erf indungsgemaB werden z.B. intakte bispezif ische AntikOrper 
verwendet. Intakte bispezif ische AntikOrper sind aus zwei Anti- 
korper-Halbmolekulen (je eine H- und L-Immunglobulinkette ) , die 
jeweils eine Spezifitat reprasentieren, zusammengesetzt, und 
besitzen daruber hinaus, wie normale AntikSrper auch, einen Fc- 
Teil mit den bekannten Ef f ektorf unktionen. Sie werden bevorzugt 
durch die Quadrom-Technologie hergestellt. Dieses Herstellungs- 
verfahren ist beispielhaft in der DE-A-44 19 399 beschrieben. 
Auf diese Druckschrif t , auch bzgl. einer Definition der bispe- 
zifischen Antikbrper, wird zur vollstandigen Offenbarung voll- 
inhaltlich Bezug genommen. Selbstverstandlich sind auch andere 
Herstellungsverf ahren einsetzbar, solange sie zu den erfin- 
dungsgemaS notwendigen intakten bispezif ischen Antik5rpern der 
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obigen Definition fiihren. 

Beispielsweise k6nnen in einem neu entwickelten Herstellungs- 
verfahren (6) intakte bispezif ische Antikorper in ausreichender 
Menge produziert werden. Die Kombination von 2 b ispezifischen 
Antikttrpern gegen 2 unterschiedliche tumorassoziierte Antigene 
(z.B. c-erb-B2, ep-cam, beispielsweise GA-733-2 = C215) auf den 
Mammakarzinomzellen minimiert die Gefahr, daB Tumorzellen, die 
nur ein Antigen exprimieren, unerkannt bleiben. 

Es wurde auch versucht, durch Behandlung mit bispezifischen 
F(ab' )2-Fragmenten mit den Spezifitaten anti-c-erb-B2 x 
antiCD64 eine Tumorimmunitat zu erreichen. Der Hauptnachteil 
von bsF(ab' ) 2 -Fragment en liegt darin, daB aufgrund der verwen- 
deten Spezifitaten lediglich FcyRI+ Zellen an den Tumor rediri- 
giert werden. T-Zellen werden durch diesen bispezifischen Anti- 
korper nicht an den Tumor redirigiert. Die FcyRI+ Zellen kSnnen 
zwar indirekt durch Prasentation von tumorspezif ischen Peptiden 
(uber MHC I bzw, MHCII) nach z.B. Phagozytose von Tumorzellbe- 
standteilen tumorspezif ische T-Zellen aktivieren, die Effizienz 
der Induktion einer Tumorimmunitat ist hier aber niedriger , da 
T-Zellen durch diesen bsAK nicht gebunden werden und auch nicht 
zur Kostimulation der Fc-Rezeptor positiven Zellen beitragen 
k5nnen . 

Weitere Vorteile von intakten bsAk mit der Fahigkeit zur Redi- 
rektion von T-Zellen gegenuber den o.g. bsF(ab' )2 Fragmenten 
sind im einzelnen: 

1. An intakte bsAk ktfnnen Fc-Rezeptor positive Zellen binden 
und einerseits uber ADCC (antibody-dependent cell-mediated 
cytotoxicity) direkt zur TumorzerstSrung beitragen sowie 
andererseits wie oben naher ausgefuhrt zur T-Zellaktivie- 
rung. 



Durch intakte T-Zell-redirigierende bsAk werden auch aner- 
gisierte tumorspezif ische T-Zellen an die Tumorzelle her- 



angefuhrt, die erf indungsgemas direkt am Tumor reaktiviert 
werden kOnnen. Dies kann durch ein bsF( ab ' )2-Fragment mit 
den Spezifitaten anti-CD64Xanti-tumorassoziiertes Antigen 
nicht erreicht werden. 

3. Ein bsF(ab' )2-Fragment mit den Spezifitaten anti-CD64Xan- 
ti-tumorassoziiertes Antigen kann lediglich eine Tumorim- 
munitat in 30% der Patienten erzielen, wahrend erfindungs- 
gemaB in Mausversuchen mit T-Zell-redirigierenden intakten 
bsAk ein Schutz in 100% der Tiere erzielt werden konnte. 




Die Bindung des bsAk an Fcy-RI besitzt zwei wesentliche Vortei- 
le im Hinblick auf eine optimale anti-Tumorwirksamkeit : 

(1) Fcy-RI positive Zellen besitzen die Fahigkeit mittels ADCC 
Tumor zellen zu eliminieren und k6nnen insofern synergi- 
stisch zur anti-Tumorwirkung der durch den bsAk an die 
Tumorzelle herangef uhrten cytotoxischen T-Zellen beitra- 
gen. 

(2) Fcy-RI positive Zellen (wie z.B. Monozyten/Makrophagen/- 
Dendriten) sind in der Lage, wichtige kostimulatorische 
Signale, ahnlich wie bei der Antigen-Prasentation, der T- 
Zelle zu liefern und damit eine Anergisierung der T-Zelle 
zu verhindern. Wie in Abbildung 4 gezeigt kOnnen weiter- 
hin, als erwunschtes Nebenprodukt, aufgrund der durch in- 
takten bsAk vermittelten Interaktion von T-Zelle mit ak- 
zessorischer Zelle und Tumorzelle sogar T-Zellen, deren T- 
Zellrezeptor tumorspezif ische Peptide (uber MHC Antigene 
auf der Tumorzelle prasentiert) erkennt, stimuliert wer- 
den. Die fur eine korrekte Aktivierung der T-Zelle notwen- 
digen Kostimuli wurden in dieser Konstellation von der 
akzessorischen Zelle (z.B. Monocyt) geliefert werden. In- 
sofern sollte der erf indungsgemaBe Antikdrper neben der 
direkten T-Zellrezeptor-unabhangigen, durch bsAk vermit- 
telten Tumorzerstorung (Abb.4A) ebenfalls tumorspezif ische 
T-Zellen aktivieren und generieren (Abb.4B), die nach Ab- 



bau der bsAk weiterhin im Patienten patrouillieren. D.h. 
mittels intakter bsAk kann ahnlich wie bei gentherapeuti- 
schen AnsStzen (z.B. durch Einbau von kostimulatorischen 
Antigenen wie B-7 in die Tumorzelle) die Tumortoleranz im 
Patienten durchbrochen werden. 

Giinstig in diesem Zusammenhang ist weiterhin, daB die Expres- 
sion von Fcy-RI nach G-CSF -Behandlung auf den entsprechenden 
Zellen hochreguliert wird. 

Die erf indungsgemSB eingesetzten intakten, bevorzugt herterolo- 
gen spezifischen und/oder trispezif ischen AntikOrper weisen in 
einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung die 
nachfolgenden Eigenschaf ten auf: 

a) Binden an eine T-Zelle; 

b) Binden an zumindest ein Antigen auf einer Zielzelle; 

c) Binden durch ihren Fc-Teil (bei bispezif ischen AntikGr- 
pern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei trispezif i- 
schen AntikSrpern) an Fc-Rezeptor positive Zellen 

und sie induzieren hierdurch eine Inununantwort und/oder zer- 
storte Zielzellen, wobei der Antikorper so ausgewahlt ist, daB 
er an ein Oberf lachenantigen als Zielantigen auf der Zielzelle 
bindet, welches induzierbar ist und im nicht induzierten Zu- 
stand ( Normal zust and) auf der Zielzelle nicht vorkommt oder in 
einer derart geringen Zahl, daB die Anzahl fur eine Zerstarung 
der Zielzelle nicht ausreicht. (Abb. 7A + B) 

Es konnte gezeigt werden, daB nach Induktion bereits eine rela- 
tiv geringe Anzahl der Zielantigene auf der Zielzelle ausrei- 
chend ist, urn die intakten bispezif ischen und trispezif ischen 
Antikorper zu binden und eine ZerstOrung der Zielzelle und/oder 
eine Immunantwort einzuleiten. Unter "geringe Anzahl" wird er- 
findungsgemaB eine Anzahl von Zielantigenen auf der Zielzelle 
von mehr als 100 Zielantigenen pro Zielzelle, bevorzugt mehr 
als 300 und weiterhin bevorzugt mehr als 1000 Zielantigenen pro 



Zelle verstanden. Die induzierbaren Zielantigene kOnnen auch in 
einer Menge von bis zu 500.000 pro Zielzelle vorliegen, wobei 
auch Mengen bis zu 400.000, bis zu 300.000, bis zu 200.000 oder 
bis zu 100.000 pro Zielzelle induzierbar sind. Ein weiterer 

bevorzugter Mengenbereich, in dem die Zielantigene vorliegen 

kGnnen, ist von 50.000 bis 100.000 und von 5000 bis 50.000. 

Beispiele fur induzierbare Oberf lachenantigene auf Zielzellen 
(Zielantigene), die fur eine Immuntherapie durch intakte bispe- 
zifische und trispezif ische Antik5rper einsetzbar sind, sind 
A Hitzeschock-Proteine und "MHC-Klasse I-verwandte" MIC-Molekiile. 

^3^^^ Hitzeschock-Proteine (Hsp) werden von der Zelle als Antwort auf 

^^^^ ZellstreB synthetisiert . Unter "ZellstreS" ist erf indungsgemaB 
beispielsweise eine Entartung der Zelle, das Einwirken von 
Strahlen, chemischen Substanzen und von erhdhter Temperatur auf 
die Zelle sowie die Infektion der Zelle durch Mikroorganismen 
zu subsumieren. Zur Zeit sind vier Familien von Hitzeschock- 
Proteinen bekannt, die aufgrund ihres unterschiedlichen Moleku- 
largewichts dif f erenziert werden. Diese Familien werden als 
Hsp25, Hsp60, Hsp70 und Hsp90 bezeichnet, wobei die Zahl das 
ungefahre Molekulargewicht der StreBproteine in Kilo-Dalton 
wiedergibt. Die Hitzeschock-Proteine zeichnen sich durch hoch- 
konservierte AminosSuresequenzen aus, wobei der Grad der Kon- 
servierung bei uber 35 % AminosSure-Identitat , bevorzugt bei 35 

^^^m - 55 %, weiterhin bevorzugt 55 - 75% und am bevorzugtesten zwi- 
schen 75 % bis 85 % AminosSure-Identitat liegt. 

Auf folgende Ubersichtsartikel wird verwiesen: Annu. Rev. Ge- 
net. 27, 437-496 (1993); Biochimie 76, 737-747 (1994); Cell. 
Mol. Life Sci. 53, 80-129, 168-211 (1997); Experientia 48, 621- 
656 (1992); Kabakov u. Gabai, Heat Shock Proteins and Cytopro- 
tection, Berlin: Springer 1997. 

Hitzeschock-Proteine werden im Normalfall auf gesundem Gewebe 
nicht exprimiert. Es gibt jedoch Unter suchungen, die zeigen, 
daS Hitzeschock-Proteine beispielsweise auf Tumorzellinien und 
auf Tumormaterial aus Patienten exprimiert werden kOnnen ( Mel- 



cher et al.. Nature Medicine, 4:581, 1998). Die Expression der 
Hitzeschock-Proteine auf den Tumor zellinien ist aber relativ 
schwach und deshalb fur bisher bekannte immuntherapeutische 
Ansatze mit monoklonalen Antikorpern und unvollstandigen 
(F(ab)2) bispezifischen Antikflrpern ungeeignet. 



Beispiele fUr Hitzeschock-Proteine sind Hsp60 und Hsp70/72. 

Gleiches gilt fur MlC-MolekUle. Auch diese MolekUle sind durch 
ZellstreB, wie oben naher definiert, induzierbar. MIC-Molekule 
sind MHC I-verwandte Molekule, die unter Kontrolle von Hitze- 
schock-Promoter-Elementen stehen (Groh et al., PNAS 93: 12445, 
1996). Beispiele fur MIC-Molekule sind MIC A und MIC B. Auch 
fUr MIC-Molekule konnte gezeigt werden, daB sie auf Normalge- 
webe nicht Oder nur in so geringer Menge exprimiert werden, daB 
sie als Zielstruktur zur Erkennung durch einen Antikorper, um 
eine ZerstOrung der Zielzelle zu erreichen, nicht geeignet 
sind, wahrend sie auf beispielsweise epithelialen Tumoren in 
einer solchen Menge exprimiert werden, daB sie durch die erfin- 
dungsgemaS bereitgestellten bispezifischen und trispezif ischen 
Antikorper bei einer Immuntherapie als Zielantigene einsetzbar 
sind. 

Die erfindungsgemaS bereitgestellten intakten bispezifischen 
Oder trispezif ischen Antikorper werden so ausgewahlt, daB sie 
gegen zumindest ein Zielantigen auf einer Zielzelle gerichtet 
sind, welches induzierbar ist und auf der Zielzelle im nicht 
induzierten Zustand nicht Oder im wesentlichen nicht vorkommt. 
Diese Zahl liegt beispielsweise bei ca. 100 Zielantigenen/Zel- 
le. Dies heiBt jedoch nicht, daB derartige Zielantigene auf 
anderen Zellen, d.h. Nicht-Zielzellen, nicht vorkommen kfinnen. 
Beispielsweise kommen auf sich schnell regenerierendem Gewebe, 
z.B. den Schleimhautzellen des Magen-Darm-Traktes, auch im phy- 

siologischen-ZustandT-konstit^^^ 

teine vor. Diese Hitzeschockproteine werden jedoch von der vor- 
liegenden Erfindung nicht mit umfaBt, da sie nicht induzierbar 



sind, sondern bereits auf Normalgewebe vorkommen. Bei Verwen- 
dung der erf indungsgemaBen AntikOrper, die gegen Hitzeschock- 
proteine gerichtet sind, kOnnen auch bestimmte Schleimhautzel- 
len des Magen-Darm-Traktes zersWrt werden, da diese, wie oben 

ausgefuhrt, konstitutiv Hitzeschockproteine auf ihrer Zellober- 

flSche exprimieren. Die mOgliche Zerstttrung dieser Zellen ist 
fur einen Patienten zwar mit gewissen Nachteilen verbunden, die 
jedoch im Vergleich zur erzielbaren TumorzerstOrung gering an- 
zusetzen sind. 

Das sich schnell regenerierende Gewebe ist somit nicht primares 
^^^^^ Target der erf indungsgemSBen AntikOrper, kann jedoch dann von 
^^^V den Antik5rpern "getrof f en" werden, wenn der erf indungsgem&Be 
Antikorper nicht nur die induzierbaren Zielantigene auf der 
Zielzelle erkennt, sondern diese Antigene z.B. auch auf sich 
schnell regenerierendem Gewebe vorkommen. Da sich dieses Gewebe 
jedoch schnell teilt, kann nach Absetzen der Antik6rper-Thera- 
pie der ursprungliche Zustand dieses Gewebes relativ rasch so 
wieder hergestellt werden, daB es seine physiologische Aufgabe 
wieder erfullen kann. Die Erfindung ist also nicht darauf ge- 
richtet, daB die erf indungsgemcLSen bispezif ischen und trispezi- 
fischen Antikorper Antigene auf z.B. sich schnell regenerieren- 
dem Gewebe erkennen, welche dort unter UmstSnden konstitutiv 
^B^^^ exprimiert werden, sondern die Erfindung umfaBt ausschlieBlich 
^^^V solche Antikorper, die gegen Zielantigene gerichtet sind, die 
auf der Zielzelle induzierbar sind und nach Induktion, bei- 
spielsweise auch konstitutiv, exprimierbar sind. 

Erf indungsgemaB werden unter "induzierbar" solche Zielantigene 
verstanden, die hier operationell tumorspezif isch sind und im 
physiologischen Zustand auf der Zelle nicht oder nur in einer 
solchen Anzahl vorkommen, daB eine Immunantwort gegen sie nicht 
induzierbar ist oder eine ZerstGrung der Zielzellen aufgrund 
dieser geringen Anzahl nicht oder in einem nicht wesentlichen, 
therapeutisch nutzbaren Umfang stattfindet. 

Als induzierbare Zielantigene auf einer Zielzelle sind nicht 



nur solche auf einer Tumorzelle zu verstehen, sondern auch An- 
tigene, die induziert werden, wenn die Zielzelle beispielsweise 
durch einen Mikrooganismus infiziert wird. Unter "Mikroorganis- 
mus" wird erf indungsgemSS jeder Organismus verstanden, der die 

Zielzelle so beeinfluBt, daB auf seiner Oberfiache ein vom Mi- 

kroorganismus induziertes Zielantigen im oben beschriebenen 
Umfang exprimiert wird. Unter Mikroorganismen werden erfin- 
dungsgem£B beispielsweise Bakterien, Viren, Protozoen und Pilze 
verstanden. Zu den Bakterien gehSren beispielsweise Gram-posi- 
tive und und Gram-negative Bakterien, Mycoplasmen und Rickett- 
a sien. Von den Protozoen mitumfaBt werden insbesondere Plasmo- 

j^^k dien. Von den Viren umfaBt werden beispielsweise Retroviren, 

Adenoviren, Herpesviren, Hepatitis-Viren, Togaviren, Pockenvi- 
ren usw. Entscheidend ist, daB in Zellen, die von einem Oder 
mehreren dieser Mikroorganismen infiziert wurden, auf der Zell- 
oberflache Antigene exprimiert werden, die durch die Mikroor- 
ganismen-lnfektion induziert werden. Dabei handelt es sich urn 
Antigene, die von den Zielzellen als Antwort auf die Mikroorga- 
nismen- Infektion produziert werden und auf der Zelloberf lache 
erscheinen (wirtseigene Antigene), nicht dagegen urn Zielantige- 
ne, die durch die Mikroorganismen selbst produziert werden. Die 
Infektion einer Zielzelle durch einen Mikroorganismus fuhrt 
ebenfalls zu einer ZellstreB-Situation fur die Zelle, die als 
Antwort hierauf die Expression bestimmter Proteine induziert, 
beispielsweise von Hitzeschock-Proteinen und von MIC-Proteinen. 

Die erfindungsgemaB bereitgestellten intakten bispezif ischen 
und trispezif ischen AntikSrper fuhren nicht nur einen Typ von 
Immunzellen, sondern T-Zellen und akzessorische Zellen an die 
Zielzelle heran, und sie sind aus diesem Grund fur die Erken- 
nung induzierbarer Oberf ISchenantigene als operationelle Ziel- 
strukturen besonders geeignet. Es konnte gezeigt werden, daB 
bereits wenige Zielantigene in einer Menge von 100 bis 5000 pro 
Zelle auf der Zielzelle ausreichend sind, urn diese zu zersta- 
ren. Die~hi"erzu dufcl^eTahrten in~vltro- Experiment^ mit Stamm- ~ 
zellpraparaten (PBSZ) sind im nachfolgenden Beispiel A be- 
schrieben. Somit ist die erf indungsgemSBe Klasse intakter bi- 



spezifischer und trispezif ischer AntikOrper bef&higt, auch bei 
einer sehr geringen Expression der Zielantigene Tumorzellen 
Oder Zielzellen zu zerstfiren oder nach deren Erkennung eine 
Immunantwort zu initiieren. 



Die erf indungsgemaBen AntikGrper k6nnen, da sie gegen induzier- 

bare Antigene gerichtet sind, dazu beitragen, das Problem feh- 
lender zielzellspezif ischer , fur eine Immuntherapie notwendige 
Zielantigene auf Tumorzellen und auf durch Mikroorganismen in- 
fizierten Zellen zu lOsen. Da derartige induzierbare Antigene 
nicht nur auf Tumorzellen vorkommen, sondern generell in StreB- 
situationen produziert werden, ktinnen auch Erkrankungen immun- 
therapeutisch angegangen werden, die durch Infektion von bei- 
spielsweise Viren, Einzellern, Bakterien oder Pilzen ausgelGst 
wurden. Hierbei handelt es sich um die oben bereits nSher be- 
schriebenen MIC-Molekiile und Hitzeschock-Proteine . 



BEISPIEL 1 

Nachdem in pr&klinischen Tiermodellen die herausrangende Wirk- 
samkeit von intakten bsAk nicht nur in vitro, sondern auch in 
vivo belegt werden konnte ( Lindhof er et al., Blood, 88:4651, 
^^^V 1996), wurde die Reinigung von Stammzellpraparaten von kontami- 
nierenden Tumorzellen als weitere AnwendungsmGglichkeit entwik- 
kelt ( Lindhof er et al., Exp. Hematol. 25:879, 1997). 

Auf diesen Versuchen aufbauend, konnte in Folgeversuchen mit 
kompletten Stammzellpraparaten (ca. 2 x lOelO Zellen), insbe- 
sondere die Wirksamkeit im untergesattigten Bereich der Zielan- 
tigene nachgewiesen werden. D.h. es wurde, in Titrationsversu- 
chen, so wenig intakter bsAk verabreicht, daB in einem PBSZ 
(Periphere Blut-Stammzellen ) -PrSparat mit ca. 6,5 x 10e9 T-Zel- 
len, bei einer Gabe von 5pg AntikGper/PrSparat , lediglich 3000 
CD3 Molekule von ca. 30.000 CD3 Molekulen/T-Zelle mit dem bsAk 
gebunden vorlagen ( siehe Berechnung ) . Trotzdem waren die intak- 




ten bsAk in der Lage, auch unter diesen Bedingungen, die Ziel- 
zellen (hier Tumorzelle: HCT-8) zu zerstflren. 

Die Versuche waren so aufgebaut, daB von derartig behandelten 

PBSZ-PrSparaten Aliquots entnommen und mit einer definierten — 

Menge von Tumor zellen kontaminiert wurden. Es konnte gezeigt 
werden, daB die Tumor zellen selbst bei dieser geringen Konzen- 
tration von intakten bsAk, bei der nur ein Teil der Zielanti- 
gene besetzt vorliegen, zerstGrt werden. 

Die Auswertung des oben beschriebenen Experiments fuhrte zu 
^^^^ folgenden Ergebnissen: 



Patient WaGr Gesamtzellzahl PBSZ: 2,5 x 10 10 + 5 pg bsAk 



Aliquot 


5xl0 6 PBSZ + 


bsAk + 


Tumorzellen 


Platte 


kein 

AntikOrper 


bsAk 

anti- 

CD3Xepcam 


Tumor zellen/mononukleMre 
Zellen (PBSZ) /Loch 


24er 


6/6* 


0/6° 


2x10* / 2xl0 6 


96er 


12/12 


0/12 


5000 / 5 x 10 5 


Tumor - 
reduktion 


: keine 


>51og 


Tumorzellanteil : 1% 
°E=l,2xl0 5 Tumorz./6- 
LGcher 



Anzahl der Ldcher mit Tumorwachstum, von 6 bzw. 12 plat- 



tierten Lcichern, nach 14 Tagen Kultivierung. 

Titrationsversuche mit der Tumorzellinie HCT-8 haben erge- 
ben, daS bereits 1-2 Tumorzellen/Loch ausreichen, urn nach 
14 Tagen Kultivierung ein deutliches visuell auswertbares 
Tumorwachstum in 95% aller plattierten Locher darzustel- 
len. 

Berechnung : 

Ein intakter bsAk hat ein Molekulargewicht von 150 KDa. D.h. 1 
Mol sind 150 Kg und entsprechen def initionsgemaS 6xl0 23 Molektt- 
len. Damit entsprechen 5 pg ca. 2xl0 13 Molekiilen. 

Nachdem in einem StammzellprSparat 6,5x1c 9 T-Zellen bestimmt 
wurden und eine T-Zelle ca, 30.000 CD3 Molekule trSgt, kommt 
man auf eine Gesamtzahl von 19,5xl0 13 CD3 Molekulen im Stamm- 
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zellprMparat . 

Da jeder bsAk einen anti-CD3 Bindungsarm besitzt, kann gefol- 
gert werden, daB theoretisch, setzt man die beiden oben berech 

neten Molakiilmengen in Bezug, in diesem konkreten Beispiel 

nicht mehr als ca. 3000 CD3 Molekule von den bsAk besetzt wer- 
den kbnnen. 
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Verwendung von Tumorzellen zeitversetzt in Kombination 
mit intakten Antik6rpern zur Immunisierung 



PATENTANSPRUCHE 



Verwendung autologer Tumorzellen oder allogener Tumorzel- 
len desselben Tumortyps, die je so behandelt wurden, daB 
ihr Uberleben nach Reinfusion verhindert wird, in zeitlich 
abgestufter Anwendung mit intakten bispezif ischen und/oder 
trispezifischen AntikSrpern mit den nachfolgenden Eigen- 
schaften: 

a) Binden an eine T-Zelle; 

B) Binden an zumindest ein Antigen auf einer Tumorzelle; 
V ) Binden "durctT"ihren Fc-Teil (bei bispezTfischen Anti- _ 
kdrpern) oder durch eine dritte Spezifitat (bei tri- 
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spezifischen Antikerpern) an Fc-Rezeptor positiven 
Zellen, 

wobei dem zu immunisierenden Menschen oder dem zu immuni- 
sierenden Tier die Tumorzellen und die gegen die Tumorzel- 
len gerichteten intakten AntikOrper zeitversetzt verab- 
reicht werden, um eine Inununisierung gegen den Tumor zu 
erzielen. 




Verwendung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Tumorzellen vor den AntikGrpern oder die AntikOr- 
per vor den Tumorzellen verabreicht werden, wobei der 
Zeitraum zwischen der jeweiligen Verabreichung 1-48 
Stunden betrSgt. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Zeitraum 1-24 Stunden, bevorzugt 1-12 Stunden, 
weiterhin bevorzugt 1-6 Stunden oder 1-4 Stunden oder 
2-4 Stunden betrMgt . 

4 • Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet , 

daB die Antikttrper in einer Menge, je bezogen auf eine 
Infusion, von 5 - 500 jig, bevorzugt 10 - 300 pg, weiterhin 
bevorzugt 10 - 100 jig Oder 10 - 50 yg, und die Tumorzellen 
in einer Menge, bezogen auf eine Infusion, von 10 7 - 10 9 
Zellen, bevorzugt ca. 10 8 Zellen, verabreicht werden. 

5* Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Antikdrper so ausgewShlt werden, daB sie uber ih- 
ren Fc-Teil bei bispezif ischen AntikOrpern oder uber ihren 
spezifischen Bindungsarm bei trispezif ischen Antikorpern 
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zur Bindung Fc-Rezeptor positiver Zellen befahigt sind, 
die einen Fcy-Rezeptor I, II Oder III aufweisen. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Antikorper zur Bindung an Monozyten, Makrophagen, 
dendritische Zellen, "Natural Killer" -Zellen (NK-Zellen) 
und/oder aktivierte neutrophile Zellen als Fcy-Rezeptor I 
+ III positive Zellen befShigt sind. 

7. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

^^^V dadurch gekennzeichnet, 

daB die AntikGrper zur Induktion von tumorreaktiven Kom- 
plement-bindenden Antikorpern und damit zur Induktion ei- 
ner humoralen Immunantwort befahigt sind, 

8. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Antikorper so ausgewMhlt werden, daB sie uber CD2, 
CD3, CD4, CDS, CD6, CD8, CD28 und/oder CD44 an die T-Zel- 
len binden. 

^^^H 9. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Antikorper so ausgewShlt werden, daB nach ihrer 
Bindung an die Fc-Rezeptor positiven Zellen die Expression 
von CD40, CD80, CD86, ICAM-1 und/oder LFA-3 als kostimula- 
torische Antigene und/oder die Sekretion von Zytokinen 
durch die Fc-Rezeptor positive Zelle initiiert oder erhOht 
wird. 



-1-0-=— Verwendung-nach— Anspruch r 97 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Antik6rper so ausgewShlt werden, daB die Sekretion 



von IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, INF- y als Zytoki- 
ne und/oder von TNF-a erhOht wird. 



11. Verwendung nach einem Oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der bispezif ische AntikOrper so ausgewShlt wird, daB 
er ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/- 
oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD6 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD44 X anti-Tumor- 
assoziiertes Antigen-AntikSrper ist. 

12, Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet , 

da8 der bispezif ische Antikcirper aus einer oder mehreren 
der nachf olgenden I sotykombina t ionen ausgewahlt wird: 




Ratte-IgG2b/Maus-IgG2a, 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG2b, 
Ratte-IgG2b/Maus-IgG3, 

Ratte-IgG2b/Human-IgGl , 
Ratte- IgG2b/Human- IgG2 , 

Ratte-IgG2b/Human-IgG3[orientaler Allotyp G3m(st) = Bin- 
dung an Protein A] , 
Rat te- IgG2b/Human- IgG4 , 



Ratte-IgG2b/Ratte-IgG2c / 

Maus^-lgG2a/Human-IgG3[kaukasische Allotypen G3m(b+g) = 
keine Bindung an Protein A, im f olgenden mit * gekenn- 
zeichnet] 



Maus-IgG2a/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - 
Human-IgG3*- [CH2-CH3] 

Maus-IgG2a/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus-IgG2a/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] - 
Human-IgGl- [Hinge] -Human- IgG3*- [CH2-CH3] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgG4/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- 
IgG4- [Hinge] -Human-IgG4[N-terminale Region von CH2]-Human- 
IgG3*[C-terminale Region von CH2: > AS-Position 251] -Hu- 
man- IgG3*[CH3] 



Ratte-IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG2- [Hinge-CH2-CH3] 

Ratte-IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG3- [Hinge-CH2-CH3 / 
orientaler Allotyp] 




Ratte-IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge-CH2-CH3] 



Human-IgGl/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] - 
Human- IgG3*- [CH2-CH3] 

Human- IgGl/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3*[C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human- IgG3*[CH3] 



Human-IgGl/Maus-[VH-CHl, VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 

IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3*[C-terminale 

Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human- IgG3*[CH3] 



Human- IgGl /Rat te- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 

Human- IgGl /Maus- [VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG2[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human- IgG3 * [CH3] 



Human-IgGl/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 




Human-IgGl/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG2/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgG2- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG4/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Human- IgG4/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human- IgG4- [Hinge] - Human - 
IgG4[N-terminale Region von CH2] -Human-IgG3* [C-terminale 
Region von CH2 : > AS-Position 251] -Human-IgG3*[CH3] 




Maus-IgG2b/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus-IgG2b/Human- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 



Maus-IgG2b/Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgGl- [Hinge] -Human- 
IgG3*-[CH2-CH3] 

Maus- [ VH-CH1 , VL-CL] -Human-IgG4/Ratte- [ VH-CH1 , VL-CL] - 
Human-IgG4- [Hinge] -Human-IgG4- [CH2] -Human-IgG3*- [CH3] 



HumanlgGl /Rat te[VH-CHl, VL-CL] -Human- lgGl[ Hinge ] -Human- 
IgG4-[CH2]- HumanI gG3 * [ CH3 ] 



HumanIgGl/Maus[VH-CHl, VL-CL] -Human- igGl [Hinge] -Human-IgG4- 
[CH2]-Human-IgG3*[CH3] 



Human-IgG4/Human[VH-CHl , VL-CL] -Human-IgG4- [Hinge] -Human- 
IgG4 -[ CH2 ] -HumanI gG3 *-[ CH3 ] 

Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB der bispezif ische Antikorper aus einem heterologen 
bispezifischen oder trispezif ischen Antikorper, bevorzugt 
einem heterologen Ratte/Maus bispezifischen AntikQrper, 
ausgewShlt wird. 

Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spriiche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB der trispezif ische Antikorper einen T-Zell-Bindungs- 
arm, einen Tumorzell-Bindungsarm und eine dritte Spezifi- 
tat zur Bindung an Fc-Rezeptor positive Zellen besitzt. 

Verwendung nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der trispezif ische Antikorper so ausgewShlt wird, daB 
er ein anti-CD3 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/- 
oder anti-CD4 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder 
anti-CD5 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti- 
CD6 X anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD8 X 
anti-Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD2 X anti- 
Tumor-assoziiertes Antigen- und/oder anti-CD28 X anti-Tu- 
mor-assoziiertes Antigen- un d/oder anti-CD44 X antl-T umor- 
assoziiertes Antigen-Ant ikorper 1st. 



16. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden An- 
spruche, 

dadurch gekennzeichnet , 

daS Tumorzellen eingesetzt werden, die durch Bestrahlung, 

bevorzugt durch y -Bestrahlung, weiterhin bevorzugt in ei- 

ner DosisstSrke von 50 bis 200 Gy, oder durch chemische 
Substanzen, bevorzugt Mitomycin C, behandelt wurden. 



17. Verwendung nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Anspruche, 

dadurch gekennzeichnet, 

daS der AntikGrper so ausgewahlt ist, daS er an ein Ober- 
fiachenantigen als Zielantigen auf der Zielzelle bindet, 
welches induzierbar ist und im nicht induzierten Zustand 
(Normalzustand) auf der Zielzelle nicht vorkommt oder in 
einer derart geringen Zahl, daB die Anzahl fur eine Zer- 
st5rung der Zielzelle durch den AntikSrper nicht aus- 
reicht. 




18. Verwendung nach Anspruch 17, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS zur Steigerung der Immunogenitat der Tumorzellen diese 
vor Verabreichung einer Hitzevorbehandlung unterzogen wer- 
den. 

19. Verwendung nach Anspruch 17 oder 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

da8 als induzierbare Antigene Hitze-Schock-Proteine oder 
MHC-Klasse-I verwandte MIC-Molekule eingesetzt werden. 



20, 



Verwendung nach einem der Anspruche 17 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als Hitze-Schock-Proteine HSP25-, HSP60- oder HSP70- 
(HSP72-) oder HSP90-Proteine und als MIC-Molekule 
MIC-A- und MIC-B-Molekule eingesetzt werden. 



Verwendung nach Anspruch 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Antikflrper gegen solche Zielantigene gerichtet 
1st, die nach Induktion auf der Zielzelle in einer Anzahl 
von mindestens 100 und hochstens 500.000 pro Zielzelle 



vorliegen. 

Verwendung nach Anspruch 21, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Antikorper weiterhin so ausgewahlt wird, dafl er 
zur Aktivierung Fc-Rezeptor positiver Zellen befahigt ist, 
wodurch die Expression von Cytokinen und/oder co-stimmu- 
latorischen Antigenen initiiert Oder erhttht wird. 

Verwendung nach einem Oder mehreren der vorhergeheriden 
Ansprttche , 

dadurch gekennzeichnet, 

daS die zeitlich abgestufte Anwendung der intakten bispe- 
zifischen und/oder trispezifischen Antikorper zur Verbes- 
serung des Immunisierungserfolges mehrfach erfolgt. 



ZUSAMMENFASSUNG 



Die Erfindung beschreibt die Verwendung von Tumorzellen 
zeiLvex - seLzt in ^Combina t ion mi t in t ak t en, — bevorzugt hete 
rologen Antik5rpern zur Inununisierung von Mensch und 
Tier. 



Abb. 1 



Uberieben von C8L Uausen nach Qabe 

no 1500 *tt u4 MMt BtfHttluy 



Uborfeben von C8L Mausen recti Gabe 

voaSDOOTZwdlB 



O 50- 

-^3 



o 50- 



I 

40 



SO 



— r 

100 



Tage nacft Tttmorpabo 



00 40 60 

Tage nacn Tunonjabe 



Abb. 2 



Humorale Antwort nach 1500 TZ Humorale Antwort nach 5000 TZ 




Abb. 3 0 



Uberieben von CBL Mausen nach emeuter 

Gabe von TZ ohne A* 
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Abb. 3 g 



Uberieben von CBL Mausen nach emeirter 

Gabe von 1Z ohno A3c 
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Abb;M- 

Die RoIIe von akzessorischen Zellen bei der Tumor-Immuntherapie 
mittels bispezifischer AntikOrper 





tumorassoziiertes Antigen 
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